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Sur Vaccoutumance a la tuberculine 


Par M. H. VALLEE (p’Atrorr), 


« Les injections successives de tuberculine répétées chaque 
jour, chez des sujets tuberculeux de l’espece bovine, ou a quel- 
ques jours dintervalle, donnent, écrivait Nocard en 1892, des 
réactions graduellement moins intenses. Il se produit une véri- 
table accoutumance a l’action de la tuberculine; mes observa- 
tions semblent établir que cette accoutumance est trés pas- 
sageére' .) : 

Plus tard, notre regretté maitre entreprend sur un lotrés 
important d’animaux tuberculeux, une série d’expériences sur 
Vaccoutumance 4 la tuberculine’. Il constate alors qu’en renou- 
velant l’injection 24 heures apres en avoir fait une premiére, | 
on n’oblient de réaction que sur le 1/3 environ des animaux 
qui avaient réagi a la premiére intervention. 

Le résultat obtenu n’est pas meilleur si les injections succes- 
sives sont espaccées de quarante-huit heures: le tiers 4 peine 
des animaux tuberculeux réagit a la deuxiéme injection. 

En attendant 8 jours pour renouveler l’opération, Nocard 
n’obtient de réaction que sur la 1/2 de leffectif; aprés 15 jours, 


4. Ep. Nocarn, Article tuberculose. — Dictionnaire vétérinaire’ pratique, 
t: XXI, p. £49. 
2. Ep. Nocaro, Bulletin dela Société centrale de Médecine vétérinaire. 28 jan- 
vier 1897. 
35 


546 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


la proportion des animaux tuberculeux qui réagissent de nou- 
veau est des 2/3 environ. 

« Bref, écrit Nocard, pour obtenir une denmteacd réaction 
sur tous les malades, il faut de 25 & 30 jours — en chiffres 
ronds wn mois plein, — dintervalle entre les deux injections. 
Apras ce délai d’un mois, absence de réaction est tout a fait 
exceptionnelle. » 

Cette véritable accoutumance & la tuberculine est un fait bien 
établi aujourd’hui; beaucoup d’agriculteurs peu scrupuleux le 
mettent d’ailleurs a profit dans les ventes d’animaux, pour 
tromper l’acheteur qui songerait 4 tuberculiniser lesujet récem- 
ment achelé avant de l'introduire dans ses étables! De méme a 
nos frontiéres ol, seuls, les animaux qui ne réagissent point a 
une eprenuye a la (uberculine sontadmis a l’importation, ’accou- 
tumance & la tuberculine est largement utilisée par les impor- 
tateurs; certains d’entre eux font systématiquement aux animaux 
quiils doivent présenter a la frontiére une injection de tubercu- 
line la veille ou l’avant-veille de l’épreuve légale. La fraude se 
pratique tout aussi largement aux diverses frontiéres de PAlle- 
magne, C’est ainsi que, sur 41,808 bovidés introduits dans ce 
pays cu 1901, puis presque tous sacrifiés, dans des abattoirs 
publics, 7,194, soit 17,7 0/0 ont été reconous tuberculeux; a la 
frontiére cependant, ils n’avaient point réagi a la tuberculine! 

Il est fort heureux que la merveilleuse puissance révélatrice 
de la tuberculine soit solidement établie de tous cdtés et au-des- 
sus de toute contestation, car ces incidents savamment exploilés 
par de mauvais esprits ou par des personnes malyeillantes pour- 
raient nuire cousidérablement a laction sanitaire chaque jour 
plus pressante en matiére de tuberculose. 

Dans un trés remarquable article sur la Lutte contre la tuber- 
culose bovine en Norwege', le D' Malm écrit : « Ll pourra se pro- 
duire des erreurs (lors des tuberculinisations) quand il s’agit 
d’animaux qui ont été Vobjet dune véritable immunisation. 
Mais l’expérience démontre que cette derniére est tout a fait 
irréguliére, passagére et incertaine, et qu'elle est relativement 
facile a faire disparaitre. Ces erreurs seraient d’ailleurs faciles 
a prévenir Aaide de quelques rezglements administratifs : inter- 
diction de délivrer la tuberculine a d’autres qu’aux vétérinaires, 

1, Revue générale de médecine véléringire, t. II, 1903, p- 401. ; 
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surveillance rigoureuse de son emploi, utilisalion dang les 
élables d’importation dune tuberculine trés toxique et & haule 
dose; séjour prolongé des animaux dans les établissements de 
quarantaine, observation consciencieuse et examen sévere des 
animaux pendant les épreuves. » 

Jene veux point douter de lefficacité des mesures. préconi- 
sées par mon sayant collégue; malheureusement, certaines de 
celles-ci sont, & coup str, d'une application quasi impossible, en 
France tout au moins. Il est fort difficile pratiquement de main- 
tenirlongtemps en quarantaine les animaux présentés a |'impor- 
tation, de méme qu'il est impossible de ne point voir la tuber- 
culine en d’autres mains que celles légalement chargées Wuti- 
liser le précieux réactif. 


MM. Nocard et Roux avaient pensé tourner toute difficulté— 


a la frontiére, en conseillant l'emploi d’une tuberculine spéciale, 
fort énergique, qui permettait d’obtenir des réactions typiques 
chez les animaux tuberculeux ayant recu trente-six ou quarante- 
huit heures auparavant une forte injection de tuberculine 
ordinaire, 

I] n’est pas douteux qu'un tel produit aurait pu étre utilisé 
_trés heureusement par les agents sanitaires a la frontiére. 

Mais les savants auteurs de cette proposition ne songeaient 
point a utiliser leur nouveau réactif dans les cas, fort nom- 
breux, ou des propriétaires francais se débarrassent, au profit 
de leurs concitoyens, de leurs animaux tuberculeux apres les 
avoir tuberculinisés. C’ett été, en effet, laisser le nouveau pro- 

duit, comme lancien, a la disposition de tous, de telle sorte que 
lacheteur de bonne foi qui, sans méfiance, aurait soumis ses 
animaux al’épreuve de la nouvelle tuberculine etit été exposé a 
ne point les voir réagir et aurait, de ce chef, subi une - perte qui 
ne devait point lui incomber. 

Ainsi la question restait entiére; un procédé permettant de 
déjouer la fraude avec certitude, de vaincre l’accoutumance ala 
tuberculine, était encore atrouver. 

Je me suis done préoccupé de cette importante question. 

Il convenait tout d’abord de rechercher de quelle fagon se 
comportent, au point de vue thermique, les sujets tuberculeux 
lursqu’on les soumet a des injections successives d’une méme 
tuberculine : Nocard, dans ses expériences sur !’accoutumance, 
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est placé uniquement dans Iés,conditions de lopération telle 
qu’on la pratique couramment; lors d’une seconde, d'une 
troisitme injection de tuberculine a un animal, il releyait — 
comme au moment de la premiére intervention — les tempéra- 
tures toutes les 2 ou 3 heures, et seulement a partir de la 9° ou 
10° heure. 
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Il était permis de se demander siune premiere inoculation de 
tuberculine ne sensibilise point animal tuberculeux, et si celui-ci 
ne réagit pas plus t6tet dune facon moins durable aux seconde 


et troisiéme inoculations qu’a la premiére. 
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J’ai pratiqué chez des bovidés qui venaient de subir une vive 
réaction 4 la tuberculine une nouvelle injection du méme produit, 
et j'ai toujours constalé que si l'on prend les températures de 
2 heures en 2 heures aprés inoculation, on observe une éléva- 
tion rapide et trés marquée de la température, élévation assez 
caractéristique dans tous les cas pour qu’elle permette de 
déclarer au moins suspect l’animal éprouvé, tandis que des 
sujets non tuberculeux restent indifférents & cette méme inter 
vention. 

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 
ci-contre : _ 

En somme, sur 36 bovidés reconnus tuberculeux ou suspects 
a l’épreuve iniliale de la tuberculine, il n’en est pas un seul qui 
ait semblé indemne & une seconde épreuve praliquée 48 ou 
36 heures seulement aprés la premiére, avec une dose double de 
la méme tuberculine, les températures élant soigneusement 
relevées de 2 en 2 heures aussitét aprés la seconde tuberculini-~ 
sation. 

A la premiére épreuve pratiquée dans les conditions ordi- 
naires, sur 36 animaux, 32 pouvaient étre déclarés certainement 
tuberculeux, 4 devaient étre considérés comme suspects. 

A la seconde épreuve effectuée dans les conditions indiquées 
ci-dessus, 28 encore pouvaient étre considérés comme malades, 
8 comme suspects. Aucun ne passait pour indemne! : 
_ Sicetle méme épreuve avait été pratiquée selon la technique 
courante, en ne relevant les températures qu’a partir de la 
42° heure, on n’aurait, d’aprés les observations de Nocard, 
relevé de réaction que sur le 1/3 environ des animaux, plus de 
20 d@entre eux auraient donc été déclarés indemnes ! 

Si l’on considére les courbes relevées lors de la 2° injection, 
onest frappé de la rapidité avec laquelle se manifeste la réaction, 
Ainsi des indications nettes étaient obtenues ; 
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A la 8° heure aprés l’injection, il ne restait donc que 9 résul- 
tals A venir; a la 141° heure, des indications précises étaient four- . 
nies pour tous les animaux. cn | 

Si les températures avaient été relevées a partir de re 10° ow 
de la 12° heure seulement, les résultats eussent été tout diffé- 
rents; de jl’examen de la courhbe secondaire thermique de la 
réaction, il résulte trés netlement que cette réaction est brutale, 
fugace, tandis que la réaction initiale est toujours Wassez longue 
durée. 

Ainsi, l'un de nos sujets d’expérience fournit les réactions 
suivantes : 


4 injection. 2¢ injection 
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Lors de la deuxiéme intervention, la température ne fournis- 
sait donc plus d’indications exactes dés la 12° heure: la réaction 
avait été intense cependant, mais fugace. 

Voici un autre exemple du méme fait, lors d’une réaction 
secondaire : 


Te inng ata 2 stray heya ety: Ema th then ier eros R=0,3 


Je me crois donc autorisé & conclure de tout ce qui précéde 
que l'accoutumance du beuf a la tuberculine n’ existe pas dans la tres 
grande majorité des cas. 

Les bovidés tuberculeux réagissent presque toujours a une 
seconde injection de tuberculine pratiquée peu de temps aprés 
Ja premiére, mais cette réaction secondaire est précoce et de tres 
courte durée +. 

L’accoutumance est si peu marquée, — si elle existe, — que 
j'ai pu obtenir chez des animaux atteints de tuberculose pulmo- 


1. Peut-étre les animaux trés tuberculeux, phtisiques, — qui semblent mal 
réagir & la tuberculine — se comportent-ils comme les sujets préalablement tuber- 
culinisés et réagissent-ils plus rapidement ? 


On s’expliquerait alors pourquoi ces malades ne paraissent point reagir dans 
les conditions ordinaires de l’opération: 


& 
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naire On mammaire, toute une série de réactions dans l’espace 
de quelques j jours. En voici quatre : 


24 nov. 1903. 25 novembre. 27 novembre 


Tuberculose mammaire, . R= 2°9 R = 2°3 R= 6 


= — 


15 décembre. 46 décembre. 18 décembre. 


Tuherculose pulmonaire. , R= R = 293 hae 
. 30 nov. 1903. 2 déc. 1903. 7 décembre 
Tuberculose pulmonaire.. R= 3el R= 108 R= 26 
30 novembre. 2 décembre. 7 décembre. 
Tuberculose pulmonaire.. R= 2°) R207 R=s%8 


Il semble done difficile de réaliser une véritable immunisa- 
tion contre la réaction a la tuberculine. Méme en utilisant 
préalablement des doses massives de tuberculine trés toxique 
(50 grammes de tuberculine brute), on n’arrive pas & supprimer, 
dans tous les cas, pour les jours qui suivent, les réactions 
consécutives aux injections de la dose classique de tuberculine 
utilisée pour le diagnostic expérimental. 

Il est donc possible de tirer des constatations rapportées 
ci-dessus des indications utiles pour déjouer les fraudes si fré- 
quentes dans le commerce et a l’importation des animaux de 
l’espéce bovine. 

Si le vétérinaire soupconne que Yanimal suspect qui lui est 
présenté a subi une tuberculinisation préalable, il devra prati- 
quer l'épreuve révélatrice de la fagon suivante : 

Injecter a Vanimal suspect vers 5 heures ou 6 heures du matin 
une dose de tuberculine double de celle quon utilise ordinairement 
(8 ¢. c. de tuberculine diluée au dixiéme pour les grands animaux 
4 c.c. pour ceux de-petite taille +). 

Prendre les températures toutes les deux heures a partir-du 
moment de Vinjection jusque vers la 14° ou la 15° heure. 

La réaction est mesurée par Vécart entre la température du 
moment de Vinjection et la plus haute température relevée durant les 
heures qui suivent. Tout animal qui fournira une réaction de 1°,5 


4. A cette dose, !a tuberculine est admirablement supportée par les ani_ 
maux les plus tuberculewx; elle ne donne aucune réaction chez les_ sujets 
indemnes. : ‘ 
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, 


devra étre considéré comme tubsrculeux; une réaction comprise 
entre 0°,8 et 1°,5 entrainera la suspicion. 

Tl est absolument indiqué de ne point soumetire a Vépreuve tout 
animal dont la température atteint 39°. On évitera en outre de faire 


boire les animaux dans Vheure qui précede chayue prise de tem-— 


perature. 

Je suis convaincu qu’en s’entourant de ces précaulions, on 
retirera toujours d’utiles indications des inoculations répétées de 
tuberculine. 


Des injections fréquentes de fortes doses de tufleromiaie 


permettraient sans doute d’obtenir une véritable immunisation 
des bovidés tuberculeux contre l’action hyperthermisante de ce 
précieux réactif. 

Cette opération ne peut étre menée A bien par les personnes 
qui exploitent actuellement la soi-disant accoutumance & la 
tuberculine; elle serait d’ailleurs fatale 4 nombre d’animaux 
malades. 


RECHERCHES SUR LA COMBUSTION RESPIRATOIRE 


Production acide Citrique par les citromyces 


Par P. MAZE er A. PERRIER 


Toutes les cellules vivantes sont le siége d'une combustion 
lente produite par l’oxygéne libre ou combiné. On connait peu 
de choses sur le mécanisme de cette combustion malgré les 
efforts dépensés dans ce sens depuis les travaux de Lavoisier. 

On s’est surtout altaché a l’étude de ses manifestations exté- 
rieures qui se traduisent par uve absorption d’oxygéne et un 


dégagement de CO*. Si on considére les volumes de gaz échan- 


2 


gés avec le milieu ambiant, on constate que le rapport —~’ 


O? 
est généralement voisin de l’unité, lorsqu’il s’agit de cellules 
aérobies, Les chimistes s’en sont autorisés pour conclure que la 
combustion est directe, c’est-a-dire que l’oxygene se fixe direc- 
tement sur le carbone pour le transformer en acide carbonique. 

Mais les physiolugistes, aprés avoir montré qu’un muscle 
au repos prend plus d’oxygéne qu'il n’élimine de gaz carbonique, 
qu il produit au contraire plus de CO? qu’il n’absorbe d’oxygéne 
pendant le travail, qwil dégage enfin de l’anhydride carboni- 
que, pendant un temps assez long, dans une atmosphére de gaz 
inerle, n’admettaient pas sans réserves |’opinion des chimistes. 
D’apres eux, l’oxygéne est cerlainement un agent de combus- 
tion; mais les oxydations sont indirectes. « Le phénoméne 
consiste en des dédoublements chimiques trés certainement de 
la nature des fermentations, mais actuellement plulot soupgonnés 
que bien connus. » Tout inconnu que soit le réle de l’oxygéne, 
« il est bien certain que ce gaz est fixé dans l’organisme et qu'il 
devient un des éléments de la constitution ou de la création 
organique !. » 

Aprés ayoir fait quelques détours, et lenté quelques interpré- 
tations dans un sens ou dans I’autre, v opinion revient aux idées 
de Claude Bernard. 


4. Cuaupe Bernann, Lecons sur les phénoménes de la vie communs aux 
animaux et aux végétaux, p. 170 et 171. Bailliére et fils, Paris, 1878; 
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Ainsi, si on considére la cambustion du sucre, on. constate 
qwil se dédouble le plus souvent en alcool et CO’, avant de 
servir 4 l’alimentation de la cellule vivante. Le gaz carbonique 
se forme done de cette facon sans intervention de l’oxygéne 
libre. IL est le produit d’un-acte de digestion et non d’une com- 
bustion respiratoire. 

L’alcool doit étre oxydé 4 son tour, et a son sujet, on peut 
rééditer la double hypothése déja énoncée : l’oxydation est-elle 
directe ou indirecte? Les faits manquent pour répondre. Entre 
Valcool dune part, le gaz carbonique et l’eau d’autre part, on 
ne trouve pas d’intermédiaire. Tout au plus, peut-on montrer, 
en se placant dans des conditions particuliéres, que les cellules 
aérobies produisent de petites quantités d’aldéhyde’. Mais ce 
corps n’est jamais libre parce qu'il disparait dés qu’il se forme : 

L’un de nous a interprété les phénoménes de nutrition de la 
maniére suivante *: « On peut concevoir que |’édifice moléculaire 
d’une substance protoplasmique puisse ne jamais se créer de 
toutes piéces, la semence qui l’a hérité de ses ancétres le trans- 
mettra a ses descendants. Quand la germination commence, 
c’est le travail d’entretien qui apparait; de sorte que la vie 


semble se manifester d’abord par un processus de désassimila-— 


tion qui donne naissance a de l’acide carbonique, de l'eau, des 
hydrates de carbone insolubles, des matiéres grasses, des 
résidus azotés, etc...; cette usure réduit l’édifice moléculaire 
initial, l’entame en quelque sorte de tous les cétés, et c’est pour 
réparer ces pertes que l’étre vivant fait des emprunts incessants 
aux aliments dont il dispose, mais il ne les prend pas sous les 
formes ot ils se présentent; il les prépare par un travail de 
digestion, les disloque, provoque des ruptures qui font naitre 
des fonctions chimiques nouvelles douées de grandes affinités 
qui leur permettent de se combiner 4 Védifice initial, de contre- 
balancer ses pertes, d’augmenter son poids. C’est dans ce der- 


nier cas qu'il y a multiplication cellulaire et accroissement de - 


substances vivantes. » 
Claude Bernard avait déja exprimé la méme opinion® 

« Nous devons faire ici une remarque importante, Nous n’assis- 
4. P. Mazu, Ces Annales, t. XIV, page 350; t. XVI, p. 346, 


2. Mazi, Ces Annales, t. XVI, Mai 1902, pages 376 et 377. 
3. Loc. cit., page 208. : u 
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tons pas a la synthése directe du protoplasma primitif non plus 
qu’aé aucune autre synthése primitive dans l'organisme vivant. 
Nous constatons seulement le développement, l’accroissement 
de la matiére vivante: mais il a toujours fallu qu’une sorte de 
levain vital ait été le point de départ, Au début du développement 


dun étre vivant quelconque, il y a un protoplasma préexistant | 


qui vient des parents ct siége dans l’ceuf. Ce protoplasma 
s’accroit, se multiplie et engendre tous les protoplasmas de 
lorganisme. En un mot, de méme que la vie de l’étre nouveau, 
nest que la suite de la vie des étres qui l’ont précédé, de méme 
son protoplasma n’est que l|’extension du protoplasma de ses 
ancétres. C’est toujours le méme protoplasma, c’est toujours le 
méme étre. Le protoplasmaa la propriété de s’accroitre par syn- 
thése chimique; ilse renouvelle ala suite d’une destruction orga- 
nique. Ges deux propriétés constituent la, vie du protoplasma... » 

Sion veut résumer briévement l’état actuel de la question, on 
peut dire que la combustion respiratoire consiste, soit en dédou- 


blements diastasiques qui donnent naissance au gaz carbonique 


sans intervention d’oxygéne libre, soit en oxydations plus ou 
moins directes qui aboutissent en dernier lieu a la production 
de CO? et d’eau. 

Si Pon n’envisage que Jes quantités de chaleur dégagée, le 


résultat est le méme, quel que soit le mécanisme de la combus-' 


tion; une molécule de sucre brulée directement par l’oxygéne 
comme le charbon dans le foyer d’une machine, ou dédoublée 
préalablement en alcool et CO’, l’alcool étant oxydé ensuite 
progressivement dans la substance vivante a laquelle il s’est 
combiné, dégage toujours la méme quantité d’énergie, 

Mais si on se propose de reproduire ces phénoménes de 
combustion en dehors de la cellule vivante, on peut prévoir qu'il 


est possible de réussir si la combustion est directe; si, au con- 


traire, elle se fait dans la molécule méme de substance vivante, 
il devient difficile de la réaliser avec un suc cellulaire, parce 
quelle doit exiger une organisation protoplasmique qu’on ne 
saurait respecter. 

Quelle que soit d’ailleurs la justesse de cetle vue, les faits 
plaident pour la difficulté de telles recherches. On a isolé des 


' oxydases; on en a imaginé des synthéses plus | ou moins yraisem- 


blables; on a supposé l’existence de peroxydases et envisagé la 


eae, 
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possibilité de l'intervention' de l’eau oxygénée, de loxygéene 
naissant, d’un oxygéne actif, mais on n’a pas encore réussi a 
produire in vitro la combustion compléte d’une molécule de 
sucre. 

Les oxydases sont pourtant aussi répandues que toutes les 
autres diastases, et leur réle est des plus importants, si l’on veut 
bien considérer qu’elles fournissent a la cellule vivante la presque 
tolalité de l’énergie qu’elle utilise. Leur existence se manifeste 
d’ailleurs dans tous les sucs cellulaires exposés au contact de 
lair; mais celles.qu’on a isolées dans ces conditions n’agissent 
que sur les dérivés benzéniques qui ne sont pas des aliments. 
M. Gessard a établi qu’elles ont cependant unrdéle physiologique 
en montrant la part de plus en plus grande qu’elles prennent & 
la formation des pigments :. : 

On connait pourtant une oxydase des substances ternaires 
alimentaires; c’est la diastase acétique du mycoderma aceti 
qui transforme l’alcool en acide acétique, par fixation directe 
doxygene. Elle a été mise en évidence par MM. Buchner et 
Meisenheimer dans le ferment acétique tué par l'acétone *. 

_ Lracide acétique se présente, dans ces conditions, comme un 
produit intermédiaire de la combustion de Jlalcool, car il 


est repris par le mycoderme quand l’alcool vient & manquer, 


et brilé ensuite sans formation de produits intermédiaires 
apparents. 

Il y a done des phénoménes d’oxydation directe dans la 
cellule vivante, que lon peut reproduire in vitro a cété des 
phénoménes de combustion que l’on n’a pas réussi, jusqu’a 
présent, & oblenir avec des sucs cellulaires. 

Nous nous sommes proposé de préciser les notions que l'on 
posséde sur ces derniers, en étudiant le mode de formation de 
Vacide citrique. 

_ Nous avons dit que les combustions respiratoires vont, 
le plus souvent, jusqu’a la formation d’anhydride carbonique et 
d’eau; mais il y a des exceptions nombreuses a cette régle, 


surtout dans le monde végétal. Les acides oxalique, tartrique, 


malique,. succinique, citrique peuvent étre considérés comme 


des produits intermédiaires, entre le sucre ct les produits de sa 


4. C. R., 9 mars 1903, 4 mai 1904. 


2: E, Bucunen, Meisenunmen, Berichte d&. et chim. Gesells.; t. XXXVI, p. 634; 6385 
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combustion totale, et, comme M. Duclaux le faisait trds juste- 
ment remarquer, il y a des respirations carbonique, oxalique, 
tartrique, elc. Si l’on peut saisir le mode de Ja formation de 
chacun de ces termes, on aura élucidé un certain colé du méca- 
nisme des oxydations physiologiques. De tous ces composés 
e’est l'acide citrique qui se préte le mieux & la démonstration 
que nous allons aborder. 

Si l'on admet que ce corps provient du sucre par oxydation 
directe, l’équation suivante traduit le phénoméne : 

C5H!206 + 30 = CSHSO7 + 2H20. (1). 

_ Ce mode de formation, sil correspond a la réalité, permet 
de rapprocher lacide citrique de Vacide acétique au point de 
vue de son role physiologique. Comme ce dernier, il peut élre 
repris par la cellule qui l’a produit si le sucre fait défaut. Il se 
présenterait donc aussi comme un produit de digestion du sucre 
qui se formerait, dans certaines conditions, plus vite qu’il n’est 
utilisé. 

Mais a cété de cette interprétation, il y en a une autre qui 
cadre mieux avee les notions que |’un de nous a établies au 
sujet de la nutrition hydrocarbonée de la cellule vivante. 
Partant de cette idée que le sucre est préalablement dédoublé 
en alcool et CO? avant d’étre assimilé, on est conduit & orienter 
les investigations vers une autre voie dont les points de repére 
sont marqués par les transformations suivantes : 


CSH!20€ = 2C?H60 + 2C02 (a). 
3C2H50 + 90 = COHSO7 + 5120 (0). 
3C5H1206 + 130 = 2C5H807 + 10H20 + 6CO2 (2). 

Le sucre est d’abord dédoublé en alcool et CO? (a), Valcool 
étant assimilé et ensuite oxydé et transformé plus ou moins 
directement en acide -citrique (b); si on double les deux 
membres de |’équation (b) et qu’on leur ajoute ensuite 6 CO’, 
on obtient l’équation (2) qui peut étre comparée plus facilement 
a l’équation (1). 

Ces transformations montrent que la production d’acide 
citrique ne peut étre envisagée comme un phénoméne d’oxyda- 
tion directe, car la combustion de l’alcool ne peut donner que 
de Valdéhyde, de l’acide acétique et de lacide oxalique. Elles 
supposent implicitement que la combustion se fait dans la 
substance vivante méme, et que l’acide citrique s’en détache, 
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dans certaines conditions, comme un produit de désassimilation. 

On voit donc que, sion oppose l'une 4 l’autre les équations 

E (1) et (2), on pourra conclure que la combustion respiratoire est 

directe ou indirecte, suivant que l’une ou l'autre de ces deux 
équations sera vérifiée par l’expérience. 


II 


GENERALITES SUR LES Cilromyeces. 


Avant d’aborder par l’expérience examen de la question 
que nous venons de poser, nous donnerons quelques renseigne- 
7 ments sur les champignons que nous avons utilisés dans nos 
: recherches. . 
| L’acide cilrique, on le sait, est trés répandu dans la nature, 

il existe surtout dans les végétaux; on en rencontre aussi chez - 

les animaux, en particulier dans le lait de vache. — 
- Wehmer! a découvert des champignons qui produisent de 
acide cilrique aux dépens du sucre; ces champignons se ran- 
gent au point de vue morphologique parmi les Penicillium. 
Wehmer Jeur a donné le nom de Citramyces ; il a décrit 2 espéces : 
le C. Pfefferianus et le C. Glaber; mais il a été sobre de détails 
sur leurs propriétés physiologiques, parce quil les a utilisés 
“fe dans la fabrication industrielle de acide citrique. 
e Ces champignons se prélent trés bien a |’élude du mode de 
Bey, formation de Vacide cilrique, parce quils permettent de se 
rendre maitre de toutes les conditions de milieu, de température — 
ou d’aération qui favorisent ou entravent le phénoméne en ques- 
tion. Aussi, c’est & eux que nous avons eu recours. 
aie Ils sont trés répandus dans les Jaboratoires; ils appartiennent 
a cette catégorie de moisissures qui enyahissent spontanément 
‘ate les solutions d’acides organiques. Nous en avons isolé 4 espéces 
AY différentes; elles se distinguent soit par le caractére de leurs 
cultures, soit par leurs propriétés physiologiques. 

On les rencontre généralement a l’tat de pureté dans les- 
solulions concentrées — acide tartrique et crtrique a 25. 0/0, 
acide oxalique a saturation, acide lactique a 4,5 0/0. — Nous 
nayons utilisé mi Vacide succinique ni acide malique pour 
rechercher d'autres espéces; quant & lacide acétique, aucune 


a 1. Waumurn, Bull, de la Société ch. de Paris, 1893, j i 4 
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moisissure n’y pousse spontanément, si faible qu’en soit la con- 
centration. 

Pour faciliterla nomenclature, nous appellerons ces diverses 
espéces par un nom qui rappelle leur origine. Nous aurons ainsi 
les Citromyces citricus, CG. tartricus, C. owalicus, C. lactieus. 

On peut les réunir en deux groupes. L’un renferme le 
C. citricus et le C.. tartricus; tous deux donnent des voiles tres 
épais qui flottent assez difficilement dans les récipients & grande 
surface; les filaments aériens sont longs; la couleur ordinaire 
de la culture sporulée est d’un gris ardoisé clair; mais elle vire 
au vert foneé dés que l’acide cilrique apparait dans la culture; 
cette couleur se présente des Je début, lorsqu’on la cultive en 
milieu minéral avec de Vacide citrique comme unique aliment 
earboné. Sur bouillon de viande sucrée, le mycélium du 
C. citricus reste toujours blanc, méme en présence d’acide 
citrique. 

Les C. lacticus et oxalicus se ressemblent beaucoup, mais 
different des précédents par l’aspect de leur voile. Celui-ci reste 
toujours mince et se développe surtout en surface, de sorte 
qu il se plisse beaucoup; les filaments aériens-sont trés courts 
et les spores se présentent comme une poussiére cendrée d’un 
bleu ardoisé a la surface du voile membraneux. Le C. lacticus 
produit beaucoup plus d’acide citrique que le C. oxalicus. 

Dans nos démonstrations, nous avons utilisé surtout le 
. citricus et le C. lacticus, 


Ill 


MARCHE A SULVRE DANS LA DEMONSTRATION ET PROCEDES DE DOSAGE 
EMPLOYEES 


L’oricntaltion a donner aux recherches se déduit aisément 
des considérations développées & priori sur le mécanisme pos- 
sible de la formation d’acide citrique. Il est en effet tout indiqué 
détablir la relation qui existe entre lapparition de lacide 
citrique et le développement des cultures. Si ce composé se 
forme par voie de désassimilation, on constatera sa présence au 
moment ot le milieu de culture, renfermant encore un excés de 
sucre, sera privé d’un élément indispensable a la nutrition du 
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champignon. Mais il faut remarquer gu’une telle hypothése 
n’exclut pas la possibilité d’une combustion directe : il suffit de 
faire observer que l’oxydation directe s’arréte au terme acide 
citrique en raison des. conditions difficiles dans oe se 
trouve la moisissure. 

il faut done chercher d’autres preuves. Les sucres ne sont 
pas les seuls aliments hydrocarbonés de ces champignons; ils se 
développent, nous l’avons dit, aux dépens des acides organiques, 
il est done naturel de rechercher sls produisent de l’acide 
citrique aux dépens de lacide lactique, de Vacide tartrique, par 
exemple; ils assimilent aussi la glycérine et l’aleool; nous sou- 
meltrons ces composés a la méme épreuye. On concoit en effet 
que, si ’oxydation du sucre est directe, la production d’acide 
citrique doit étre le résultat d’une action diastasique; mais, 
comme ces actions sont limitécs a des composés de constitution 
définie, elles ne sauraient s’étendre & des composés aussi diffé- 
rents du sucre que la glycérine ou l’alcool; mais on n’a pas le 
droit de s étonner de le voir prendre naissance aux dépens de 
ces différents aliments, s'il se présente comme le produit d’une 
aclion protéolytique s exergant sur les substances azotées qui en 
renferment les éléments constilulifs. 

Pour reconnaitre la présence de l’acide cilrique, nous avons 
eurecours ala réaction de Denigés‘ basée sur la formation d'un 
-précipité blane par action du sulfate mercurique sur Vacétone 
dicarbonique, produit d’oxydation de lacide citrique par le 
permanganate de polassium; mais ce provédé doit étre employé 
avec prudence, surtout lorsque l’acide citrique est peu abondant. . 
En effet, certains liquides organiques, tel le bouillon de hari- 
cots, donnent en présence du sulfate mercurique un trouble 
blanchatre qu'il ne faudrait pas confondre aver le précipité en 
question, Pour obtenir la réaction dans toule sa netteté, il suffit 
de précipilter Pacide cilrique a état de citrate de calcium et de 
le transformer ensuite en sel de soude par ebullition avec du 
carbonate de sodium. ‘ 

Mais lorsque l’acide cilrique est abondant, il se révéle de lui- 

méme par la formation d'une couche de citrate de chaux, si la 
culture est faite en présence de carbonate de calcium, 

Pour le doser, nous avons utilisé la propriété du citrate de 


‘ Denicts, Soc. des Sc. phys, et nat. de Bordeaux. 1897-1898 
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calcium d’étre insoluble, lorsqu’il est maintenu pendant un cer- 
tain temps a l’ébullition. 


IV 


CULTURE SUR MILIEUX SUCRES 


Les milieux que nous avons employés sont le liquide Raulin, 
le bouillon de viande et le bouillon de haricots; ¢’est ce dernier 
qui donne les meilleurs résultats. La culture de citromyces que 
nous avons utilisée dans ces expériences se développe lente- 
ment, l’acide citrique apparait quand Je voile a atteint & peu 
prés son développement maximum; sa formation est indiquée 
par le changement de couleur de la moisissure et il se produit 
aussi bien en l’absence qu’en présence du carbonate de calcium. 
Dans ce dernier cas, sa production est accompagnée d’un déga- 
gement d’acide carbonique provenant del’attaque du carbonate, 

Les chiffres du tableau I donnent quelques indications sur 
les conditions d’apparition de l’acide citrique, dans les cultures 
sur bouillon de haricots additionné de glucose, 4 une tempéra- 
ture moyenne de 16-22°. 


Tasreau_I. 


I IL Il 
Durée de la culture.,.. 44 jours 30 jours 45 jours. 
Apparition de Vacide.,, 42¢ jour 49° jour 49° jour 
Acide citrique formé... 0.674 4.313 4,002 
Poids du mycélium.... 0.89% 4.977 0.988 
Volume du liquide de 
GUM CTS sre PSs ich tea foss 400¢¢ 200<¢ 200ee 


Ces résultats sont complétés par ceux du tableau II, fournis 
par des cultures en bouillon de haricots dans des fioles coniques 
de 500 c. c. renfermant 100 c. c. de bouillon, 11 gr. 627 de 
sucre et 22 milligrammes d’azote. 


Tasceau II. 


Rendement 


Durée de la Poids du Sucre Ac. citrique Azote ac. cit./sucre 
culture. mycélium. disparu. formé. disparu. disparu. 

44 jours 0.722 2.138 traces aly Bie » 

18 — 0.799 8.029 0.923 AT 5 30.4 0/0 
2t — 0.797 3492 4442 16.3 83.0 

27 — 0 854 4.487 1.700 16.5 35.6 

34. — 0.890 5.536 2,983 47.5 4A 2 

AA — 4.033 8.628 3.859 47.4 49.4 

57 — 48439 9.877 444 47 4 45 2 
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Ces chiffres montrent que \l’acide citrique se forme au 
moment ou la culture a déja atteint son développement maxi- 
mum; il va en augmentant tant qu'il reste du sucre, c’est-a-dire 
pendant prés de deux mois; mais la quantité d’azote assimilé 
demeure & peu pres constante. Comme le poids de la calture 
augmente, il faut admettre que les cellules jeunes empruntent au 
mycélium formé antérieurement l’azote dont elles ont besoin. 

Nous retrouvons la l'image de ce qui se passe dans les solu- 
tions d’acides organiques qu’elles envahissent spontanément. 
’ Cette allure laisse supposer que l’acide mie survenant seu- 
lement au moment ou tout l’azote est assimilé, doit étre regardé 
comme le résultat d’un processus de désassimilation. 

L’apparition de l’acide citrique est retardé ou avancé sui- 
vant que le milieu est pauvre ou riche en azote, Ce fait résulte 
des cultures effectuées sur liquide Raulin renfermant des doses 
d’azote variables, 1/4, 1/2, 1°et 2, la dose normale étant repré- 
sentée par 1. La culture qui a recu 1/4 de la dose normale 
d’azote a fourni un voile trés léger, son développement a été trés 
ent, si bien quel’acide citrique y est apparu plus tard que dans 
la culture quia regu la dose 1/2. L’apparition de l’acide citrique 
s’est faite dans ordre suivant : 1/2, 1/4, 1. La culture 2 ayant 
regu une quantité d’azote double a donné un développement 
énorme de mycélium, mais l’acide -citrique ne s’est montré que 
longtemps aprés. La germination des spores a d’ailleurs été 
pénible en raison de la production d’une trop grande quantité de 
carbonate d’ammoniaque par l’action de L’azotate d’ammonium 
sur le carbonate de calcium. 

Avec le bouillon de viande, tres riche aussi en azote, on 
obtient également une abondante production de mycélium, mais 
acide citrique n’apparait encore que trés tardivement. 

Tous ces faits viennent, comme on le voit, 4 lappui des 
déductions précédentes. 


Vv 


ASSIMILATION DE LA GLYCERINE 


Le bouillon de haricots additionné de doses relativement 
considérables de glycérine est un excellent. milieu de culture 
pour les espéces de citromyces que nous avons isolées. Toutes - 
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produisent de lacide citrique aux dépens de la glycérine, Voici 
les chiffres que nous avons obtenus avec le C. citricus. 


Tasieau III. 


Durée de la culture ~* Poids du Acide citrique 
en jours. mycélium. formé. Azole disparu. 
44 0.671 0.091 13.8 
18 0.862 0.385 45.9 
24 0,882 0,684 AS A 
7 0.900 1.204 4554 
34 ; 4.003 2.846 Toe 
44 0.964 3.804 17.4 
57 4,132 3.84 48.8 


Les conclusions que nous avons déduites de l’examen des 
chiffres du tableau II s’appliquent a la lettre aux résultats du 
tableau II. 

On est donc autorisé a insisler ici sur la variation dans 
Vaction d’une oxydase qui transformerait directement le sucre 
et la glycérine en acide citrique. L’oxydation directe du glucose 
provoquerait les échanges et les transformations suivants : 

CH?OH — (CHON)+ — CHO + 30 = CO" — Che — CON — CH? — COOH + 2120 
Con | 
qui sont bien différents.de ceux qui s’opérent avec la glycérine, 
comme on peut s’en convaincre par |’équation suivante ; 
2 CH2OH — CHOH — CHPOH + 30 = CO2H — CH? — COH — CI? = CO2H + 4120 
con 

L’acide citrique serait d’aprés cette derniére transformation 
un produit de synthése; ce résultat ne doit pas cependant nous, 
surprendre; il suffit, en effet, que la cellule vivante puisse 
produire une diastase particuli¢re pour réaliser cetle transfor- 
mation, car, somme toute, la glycérine peut se transformer faci- 
lement en sucre et cette transformation est parmi celles que les 
cellules vivantes réalisent facilement. 

La glycérine n’est pourtant pas acceptée dans toutes les 
conditions par le C. citricus. Le liquide Raulin dépourvu d’acide 
tartrique et de sucre et additionné de glycérine et de carbonate 
de calcium est impropre & la culture de ce champignon. Les 
spores ne germent pas, mais elles se réveillent immédiatement 
dés qu’on introduit une trace de sucre, aprés plusieurs semaines 
de séjour en présence de glycérine. Dans ces conditions, le déve- 
loppement devient trés rapide, et la production d’acide citrique 
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est trés abondante. Le C. iacticus est plus rustique, il se déve- q 
loppe sans addition de sucre dans le liquide Raulin glycériné, : 
mais son développement est trés pénible au début. 


VI 


ASSIMILATION DE L ALCOOL 


L’alcool est un aliment pour le C. citricus et le C. tartricus; 
les spores germent rapidement sur liquide Raulin privé d’acide ~ 
tartrique et de sucre, et additionné de 1 0/0 d’alcool en présence 
de carbonate de chaux, Mais le voile reste léger, son développe- 
ment s’arréte; le mycélium examiné au microscope est chargé 
de cristaux d’oxalate de calcium. Le liquide distillé permet de 
caractériser la présence de quantités sensibles d’aldéhyde. 
Sees citromyces lacticus et oxalicus, au contraire, se déve- 
loppent assez facilement; le premier seul produit de l’acide 
citrique, mais difficilement. ; 

Pour tourner les difficultés, le C. citricus et C. lacticus ont 
élé cultivés sur 100 c. c. de liquide Raulin sans acide, dans 
quatre flacons coniques contenant chacun 1 gramme de glucose. 

Une fois le voile bien formé, on introduit de lalcool dans 
deux de ces flacons, les deux autres sont conservés comme 
témoins. On ajoute ensuite a toutes les cultures un lait de car- 
bonate de calcium. Dans ces conditions, on constate un surcroit 
de. développement dans les cultures qui ont recu de I’alcool, 
mais on n’observe a aucun moment la production d’acide citrique 
dans le milieu. En substituant le bouillon de haricots au liquide 
Raulin, il est facile de constater au microscope la présence de 
nombreux cristaux de citrate et d’oxalate de chaux. 

L’analyse donne les résultats suivants : 


Tasieau IY. 


C. citricus. CG, lacticus. 
a —.), 
Témoin Alcool. Témoin, Alcool. 
Poids du mycelium. En er. 0.549 1.098 0.526 0.906. 
Acide citrique...... 0 — » 0.126 » 0.275 
Acide oxalique...., — » traces » traces 


Ces essais ont été répétés dans de grands matras a fond 
plat, sans addition de carbonate de calcium, permettant ainsi la 
production d’une culture plus abondante. Dans deux de ces 
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matras, ayant recu au début 2 grammes de glucose, on introduit, 
une fois le voile formé, 10 c. ¢. d’aleool. La culture devient trés 
florissante, le milieu donne trés nettement la réaction de l’acide 
citrique et, lorsque les cultures sont arrétées, on obtient les 
chiffres suivants : 

Tasieau V. 


Cultures additionnées d’ alcool. Culture témoin. 
aS ey — 


Mycelium cry. Go. once Der. 2.781 3.463 4.956 
Sucre restant .....2../., -- » » » 
Alcool restant.i........ _- 1.8 6 . » 
Acide citrique formé...  — 0.279 0.267 » 
Acide oxalique.). 05 4 -- traces traces » 


Le citromyces Jacticus ensemmencé sur bouillon de haricots 
non additionné de glucose, mais renfermant 2 0/0 d’alcool, a 
fourni, pour 4,839 de mycélium, 0#",782 d’acide citrique tou- 
jours accompagné de traces d’acide oxalique. 

L’alcool, comme ia glycérine et le sucre, peut donc servir & 
la production d’acide citrique, mais la quantité de cet acide 
formé avec cet aliment est toujours trés faible. Il faut chercher 
la raison de cette différence dans la propriété que possédent ces - 
-moisissures de briler trés facilement les acides et de les 
bruler préférablement a l’alcool, lorsque ces composés sont mis 
en concurrence. 

C’est ce quirésulte de l’expérience résumée dans le tableau VI, 
faite avec le citromyces lacticus sur bouillon de haricots addi- 
tionné d’acide citrique el d’un exces d’alcool. 


Taspieau VI. 


I II IIL 
Durée de l’expérience en jours... 8 10 17 
MV. GCINUMIR Oe rar epocerain uate En er. 0.867 0.968 1.515 
Acide citrique restant....  — 2.595 2.205 traces 
Alcool restant.. ... 0.24. oS 0.849 7.68 4.500 
Acide citrique initial... .. — 3.536 3.536 3,536 


L’acide citrique disparait le premier et l’on comprend ainsi 
qu'il ne se forme pas en abondance lorsque ces moisissures 
n'ont que de Valeool comme aliment hydrocarboné. Il n’en est 
pas moins vrai que l’acide cilrique peut se former dans ces con- 
ditions. 

Les citromyces se développent aux dépens des acides 
lactique, tartrique, malique, succinique oxalique; mais nous 
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n’avons pas constaté la production d’acide citrique aux dépens 
de ces composés, parce qu'ils sont des aliments inférieurs & cet 
acide. 

Puisque les citromyces preduisent de acide citrique aux 
dépens de Valcool, il faut admettre l’existence de la transforma- 
tion suivante : 

3(2H°0 + 90 = CSH807 + 5120. 


Nous ne pouvons pas admettre que cette transformation soit — 


due & une oxydation directe, accomplie avec le concours d’une 
diastase oxydante; si nous l’avons provisoirement admis pour 
la glycérine, e’est parce que ce corps se transforme facilement 
en sucre. La transformation de l’alcool en sucre est le résultat 
d’une réaction trop complexe pour étre réalisée par voie d’oxy- 
dation directe; les seuls corps qui dérivent de l’alcool par fixa- 


tion directe d’oxygéne sont, nous le répétons, l’acide acétique, 
y ) 


Vacide oxalique, et nous avons vu précisément ce dernier se 
former abondamment dans la culture du C. citricus nourri avec 
de Palcool comme source unique de carbone '*. 

Dés lors, si le mode de formation de l’acide citrique par 
oxydation directe ne semble pas pouvoir élre généralisé, il est 
probable que ce corps prend naissance suivant un autre pro- 
cessus. Pour justifier ’hypothése que nous avons admise, il faut 
done montrer d’abord que l’assimilation du sucre par les citro- 


myces exige son dédoublement préalablement en alcool et acide 
carbonigque, 


Vil 


PRODUCTION DE L’ ALCOOL EN VIE ANAKROBIE 


Le procédé employé pour cette démonstration est connu 
depuis longtemps; il suffit de mettre les végétaux en vie anaé- 
robie pour que l’alcool formé par l’action de la zymase, ne pou- 
vant étre utilisé dans ces conditions, s’accumule dans le milieu 
et dénonce ainsi par sa présence l’existence de la diastase 
alcoolique. 

Dans ce but, les quatre cilromyces ont été cultivés dans des 


1, Nous ne voulons pas dire par l& que ees composés se forment aux dépens 
de alcool par un phénoméne de combustion susceptible d’étre reproduit in vitro ; 
nous admettrons au contraire comme conclusion de nos recherches que lacide 
oxalique se forme par oxydation de la substance vivante. 


i 


y 
we 
° 
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ballons a fond rond contenant 500 c. ec. de bouillon de haricots 
additionné de 5 0/0 de glucose. Lorsque la culture est bien 
développée, on fait le vide au moyen de la pompe & mercure 
ou simplement a la trompe, et ’on abandonne ainsi les moi- 
sissures & l’étuve & 30° pendant une dizaine de jours. La 
quantité d’alcool qui se forme dans ces conditions est toujours 
faible. Le liquide de culture neutralisé est distillé dans un 
appareil Schlcesing et l’alcool recueilli dans 20 c. c. est caracté- 
risé par la formation d’iodoforme, d’aldéhyde; etc., puis dosé au 
moyen du compte-zouttes de M. Duclaux, ou par la méthode de 
M. Nicloux. Le tab!eauw VII résume ces essais. 


Tasieac VII. 


-€,. citricus. Cr Gg. C, 
Ps ee tartricus. lacticus. oxalicus. 
I It — me = 
Mycélium... 2... En gr. 3.205. 3.025 4,550 2.705 2.004 
INTCOOI secrete ey = 0.400 0.104 0.430 )) 332 0.212 
Acide citrique..... — 3.205 4.679 0.847 2 925 2.7713 
Acidité volatile en C?H#O02. 0.245 0.334 0.180 0.725 0.608 


Comme nous opérons en présence d’acide citrique, l’alcool 
pourrait étre attribué a la décomposition de cet acide; on sait, 
en effet, qu’il peut se dédoubler en alcool, acide acétique et 
acide carbonique. | 

Mais les citromyces privés d’air ne produisent pas cette 
transformation. Voici, en effet, les résultats obtenus dans une 
expérience identique a celle relatéa au tableau VII et dans 
laquelle le sucre était remplacé par de l’acide citrique, 


Tasteau VIII. 


C. citricus. C, lacticus. 
My Geran ss so anpieteler ewe eee rar 1.003 0.956 
AlGODb ac ids a LEAR rcaciniaets sa kre ee » » 
Acidité volatile en C?H*O?............. 0.056 traces 


L’alcool se présente donc comme un produit de dédouble- 


ment du sucre et l’acide acétique qui ’accompagne en trés faible 


quantité doit étre considéré comme un produit d’autolyse, plus 


abondant dans un milieu neutre que dans un milieu acide, 
Comme on sait maintenant que la formation de la zymase en vie 


anaérobie doit étre considérée comme une preuve de son exis- 
tence en vie aérobie, l’assimilation du sucre par les citromyces 
se fait suivant le processus ordinaire. 
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L ACIDE CITRIQUE EST UN PRODUIT DE DESASSIMILATION 


Nous sommes ainsi conduits & établir la derniére partie de 
notre hypothése, celle qui a trait &la mise en liberté de l’acide 
citrique. 

Lorsque la culture est privée d’azote, alors que le sucre est 
encore abondant, la prolifération cellulaire reste possible si les 
éléments jeunes peuvent emprunter leur azote aux cellules 
agées. Ce phénoméne est trés fréquent dans le monde végétal : 
on sait depuis longtemps qu’une plante affamée d’azote ou dali- 
ments minéraux continue de végéter trés longtemps sans périr; 
la tige s’allonge lentement; quand de nouvelles feuilles se for- 
ment, les ancieunes meurent et se vident en grande partie de 
leurs éléments minéraux au profit des plus jeunes. Les citro- 
myces qui se déveluppent spontanément dans les solutions d’aci- 
des organiques dans l’eau distillée ne se comportent pas autre- 
ment. Les plantes et les champignons ainsi affamés se trouvent 
d’un cotéen présence d’une pénurie extréme de certains éléments 
et de l’autre d’tine grande quantité d’aliments carbonés ; ils sont 
irés économes vis-a-vis des premiers et trés prodigues des 
seconds. Dans le cas de nos cultures, c’est l’azote qui est l’ali- 
ment rare, c’est lui qui passe d’une cellule & l’autre, décrivant 
ainsi un cycle ininterrompu tant qu'il reste du sucre en excés 
et pendant aussi qu'il n’entre pas entiérement dans des combi- 
naisons que la cellule ne peut plus défaire. . 

Dans cette migration continue, l’azote est libéré plus ou moins 
complétement de: ses groupements carbonés, par vole de protéo- 
lyse, et l’acide citrique apparait au nombre de ces produits ter- 
naires de désassimilation. Il est donc plus ou moins compléte- 
ment formé dans la substance vivante et, comme il.dérive du 
carbone assimilé, il faut admettre que les phénoménes d’oxyda- 
tion se produisent dans la molécule de substance vivante méme 
et que l’oxygéne emprunté a lair doit étre considéré, suivant 
expression de Claude Bernard, comme un élément de cons- 
truction organique et non pas comme un élément comburant 
qui brilerait les aliments dans les cellules comme il brdle le 
charbon dans le foyer d’une machine. — ’ 


. 


Pour montrer que ces considérations sont expression 


~ 


a 
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exacte de la réalité, il suffit de prendre des cultures de citro- 
myces au moment ot: elles sont bien dévoloppées et ot elles 
nont pas encore produit d’acide citrique, et de les priver d’air. 
Dansces conditions, le mycélium s’autolyse et, comme ses dias- 
tases continuenta agir en l’absence d’oxygéne, on doit constater 
la présence d’acide citrique dans le milieu. Le C. citricus se 
préte beaucoup mieux que les autres a cette démonstration 
parce quil fournit un développement mycélien trés abondant 
avant de produire de l'acide citrigue. Nous avons donc préparé 
des cultures de cette moisissure dans des fioles& fond plat capa- 
bles de résister au vide et renfermant 350 c, c. de bouillon de 
haricots a 5 0/0 de glucose; ce milieu est ensuite alcalinisé 
légérement avec du carbonate’ de soude, puis coloré par du tour- 
nesol d’orcine. Lorsque le mycélium est bien développé, on fait 
le vide au moyen de la pompe a mercure et on abandonne la 
culture a l’étuve a 30° pendant quelques jours. Voici les résul- 
tats obtenus dans une de ces expériences: 


Tapieau IX. 


Acide citrique Acidité volatile 
Mycélium. formé. C2HiO2, Alcool. 
(1) 0.986 0.242 0.131 0.060 
(2) 4.039 0.485 ‘ 0.088 0,050 


La culture I contenait déja un peu d’acide citrique au mo- 
ment ow elle a été mise en anaérobiose. 

Cette expérience, on le concoit aisément, ne réussit pas tou- 
jours; l’acide citrique susceptible d’étre libéré, par ce moyen, du 
mycélium n’est pas abondant. Sil’on peut en obtenir de gran- 
des quantités en présence de l’air, il ne faut pas oublier que ce 
n’est qu’avec le concours du temps. On peut voir en examinant 
le tableau 1 que 1 gramme de mycélium en produit de 0s", 15 
4 Os, 2 en 24 heures, la quantité présente & un moment donné 
est donc trés limitée et ce n’est que sur celle-la seule quil 
faut compter, puisque l’alimentation du mycélium estimpossible 
a Vabri de Vair. 

Jl faut done conclure de ces expériences que l’acide citrique 
prend naissance par voie de protéolyse et qu'il constitue un 
produit de désassimilation accidentel, subordonné a des condi- 
tions de vie difficile pour le champignon et & une alimentation 
carbonée conyenable. : 
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On peut fournir d'autres arguments  l'appui de cette con- 
clusion. Ils sont nombreux, mais moins probants que ceux qui 
viennent d’étre exposés. 

En premier lieu, nous ferons remarquer que les rendements 
en acide citrique, comparés aux chiffres théoriques qui résultent 
des formules (1) et (2), sont d’accord avee les indications de 
cette derniére. Mais, pour évaluer ce rendement, il faut faire 
abstraction de la quantité de sucre employée & la construction 
du myeélium. Il suffit pour cela de se reporter aux résultats 
consignés dans le tableau Il. Chaque culture comparée a la pré- 
cédente, a partir de la culture (3), posséde a peu prés le méme 
poids de mycélium; si nous retranchons respectivement les 
poids de sucre consommé et les poids d’acide citrique formé, 
nous aurons a peu prés les quantités d’acides correspondant au 
sucre disparu dans le méme temps, 

Le tableau suivant résume ce calcul. 


Tapieau X. 
Difference entre 
Poids du Sucre 2 cultures Acide citrique Rendement 
mycélium, disparu. suecessives . formé. Différences, 0/0. 
0.799 3.029 » 0.923 » > 
0.797 3.492 0.463 4.142 0.219 47 
0. 854 4. 487 0.997. 1.700 0.538 56 
0.890 5.536 1.049 2.2383 0.583 35.5 
4.033 8.628 3.092 3.859 0.576 50.9 
4.133 9.877 1.249 4.474 0.615 49.2 


La derniére colonne donne le rendement ainsi calculé. 

Si Poncherche le rendement théorique d’aprés la formule (4), 
on prévoit un rendement d’environ 106 0/0; d’aprés (2), 71 0/0 
seulement. Si loxydation se faisait suivant le processus indiqué 
par la formule (1); comme le mycélium n’augmente pas beaucoup 
en poids, le rendement pourrait atteindre un chiffre supérieur & 
71 0/0; comme il se maintient au-dessous de cette limite, il est 
@accord avec les prévisions déduites de Péquation (2). 

Cela n'est cependant pas suffisant pour conelure au rejet de 
’équation (1), car le sucre détruit peut se répartir en deux por- 
tions ; Pune qui est bralée pour l'entretien du champignon, et 
autre qui sert a la production de lacide citrique. 

La méme observation enléve également toute valeur pro- 
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bante aux arguments tirés de l’étude des échanges gazeux entre 
le champignon et le milieu ambiant. Nous avons tenu néan- 
moins & voir comment sont influencés ces échanges parla for- 
mation de l’acide citrique. A cet effet, nous avons cultivé la 
moisissure en atmosphére confinée, fournissant a la plante de 
Yoxygéne au fur et & mesure de sa consommation et absorbant 
d’un autre cété l'acide carbonique produit. 

L’appareil employé pour cette étude est représenté par la 
figure 1; il se compose d’un ballon a fond plat de 1 litre environ 
de capacité, communiquant d’un cété avec une série de tubes 
absorbants, de autre avee la trompe & mercure du volumétre 
au moyen d'une branche 4 trois voies. Le méme disposilif per- 
met égalementla communication de la trompe avec le volumétre 
ou avec la pomnpe a mercure. Tous les joints sont noyés sous 
le mercure et l'appareil tout entier est soumis au vide pendant 
24 heures avant l’expérience. La manceuvre est évidente. Le 

volumétre sert pendant toute la durée de la culture, de réservoir 
@oxygéne. Celui-ci, préparé avec du chlorate de potasse pur, est 
introduit au moyen de la cloche C, et analysé a l’eudiométre. 

La communication avec la pompe et le ballon étant inter- 
rompue, on introduit l’oxygéne dans la culture au moyen de la 
trompe et du tube manométrique B. Le niveau du mercure dans 
ce tube permet de juger la quantité de gaz introduite, quantité 
qui peut d’ailleurs étre mesurée exactement par le volumétre. 
L’acide carbonigque produit est absorbé par la potasse, lorsqu’on 
fait circuler le gaz dans l’appareil, au moyen de la trompe, 
les communications avec la pompe et le volumétre étant sup- 
primées. 

L’expérience terminée, le vide barométrique élant fait dans 
le volumétre, on fait passer dans celui-cil’atmosphére confinée, 
d’abord au moyen de la trompe, en prenant la précaution de por- 
ter 4 l’ébullition le liquide de culture, puis, pour les derniéres 
traces de gaz toujours difficiles 4 extraire, aumoyen de la pompe 
a mercure. Le gaz ainsi obtenu est mesuré et analysé. 

Llest donc trés facile de savoir la quantité d’oxygéne absorbé 
par la culture et la quantilé d’acide carbonique produit. 

La valeur du quotient respiratoire calculé sur la totalité de 
Y oxygene absorbé et du gaz carbonique éliminé par la plante est 
voisin de 1,2 tant qu’il n’y a pas d’acide cilrique formé. Ce 
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A. — Volumétre servant, pendant l'expérience, de réservoir d'oxygene, 
B. — Cloche m bile terminant le tube manomeétrique, pouvant se placer sur 


Vorifice de la trompe ou a cdte. 
C. — Gloche mobile pouvant se placer sur Vorifice de la pompe & mereure D 
ou a cote. 


K. — Vase de culture, 

Ff. — Tubes absorbants ; 1, 2,5, tubes & acide sulfurique ; 8, tube & potasse; 
4, barbotteur & potasse ; 5, tube & ponce sulfurique. 

G — Trompe & mercure du volumétre. 


rapport baisse rapidement & mesure que ce composé augmente 


dans la culture. . 

Les équations (1) el (2) permetlent de prévoir ce résultat, 
puisque la premiére comporte une absorption d’oxygene sans 
dégagement correspondant d’acide carbonique, et que la seconde 
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entraine une absorption de 9 molécules d’oxygéne pour un 
dégagement de 6 molécules d’anhydride carbonique seulement. 

Il semble donc, & priori, que l’on puisse déduire de l’examen 
des échanges gazeux des arguments en faveur de lune ou de 
Vautre équation, mais pour la raison indiquée plus haut, la con- 
clusion reste indécise. 

Le tableau XI donne les variations du quotient respiratoire, 
suivant les quantités d’acide citrique produit, 


Tasieau XI. 


Durée de la Poids Oxygéne Ac. carboni- Acide Vol. de 
culture du absorbé en que produit CoO® Sucre citrique la 
en jours. myeélium. yol. en vol. O2. disparu. formé. culture. 
ji 14 0.89% 961¢¢, 4 1056.7 1.06 3.239 0.6741 100 c.c. 
Aer eral ae 4 911 3948 3527.8 0.893 10.955 4.573 200 — 
Vil. 45 0.78 7.909 4.002 400 — 


0.988 2630 2059.4 


Nous avons enfin soumis le mycélium du C. citricus a lhydro- 
lyse acide etalcaline a la température de 120°, Nous n’avons pas 
pu caractériser l’acide citrique parmi les produits qui se forment 
dans ces conditions, cela semble indiquer que l’acide citrique 
n'est pas rehé par une simple liaison 4 la molécule de substance 
vivante. 


CONCLUSIONS 


L’acide citrique formé par les citromyces est un produit de 
désassimilation accidentel qui prendnaissance lorsque les milieux 
de culture épuisés en azote assimilable sont encore riches en 
aliments ternaires : sucres, glycérine, alcool. Ilseprésentecomme 
le résultat d’une action protéolytique qui s’exerce dans la cel- 
lule Agée et qui permet aux cellules jeunes de leur emprunter 
Vazote qu’elles ne trouvent plus dans le liquide de culture. 

La production d’acide citrique est indépendante de la pré- 
sence ou del’absence de l’oxygéne; elle peut étre obtenue avec 
le mycélium jeune placé a labri de Vair et maintenu pendant 
quelques jours & la température de 30°, 

Sil’on veut suivre les transformations qui le ratlachent a 
l’alimentation hydrocarbonée, on constate que le sucre est 
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d’abord dédoublé en alcool eb acide carbonique, l’alcool: est 
incorporé & la substance vivante dont les chainons ternaires 
s’oxydent peu & peu pour se résoudre en dernier lieu en eau et 
anhydride carbonique. C’est la marche ordinaire de la combus- 
tion dans les conditions de vie normale; mais lorsque le milieu 
ne convient plus, la combustion de la substance vivante s‘arréte 
au terme acide citrique. Cet acide semble étre caractéristique de 
la pénurie d’azote, car il ne faut pas oublier qu'il existe bien 
d’autres moyens de paralyserle développement d’une culture ; si 
par exemple on cultive les citromyces sur du liquide Raulin 
additionné d’alcool au lieu de sucre, ce n’est plus l’acide citri- 
que qui se forme en général, mais l’acide oxalique. 

D’une maniére générale, on peut dire que les acides organi- 
ques se présentent comme des produits de désassimilation acci- 
dentels et prennent naissance problablement de la méme fagon 
que l’acide citrique chez les citromyces. Leur formation peut 
dépendre d’ailleurs d’influences de méme nature: le végétal, dans 
les conditions ordinaires, régle son alimentation hydrocarbonée, 
mais il n’a aucune action sur sa nutrition minérale et azotée qui 
dépendent de la fertilité du sol et aussi de Vactivité de Ja trans- 
piration. L’apport des aliments minéraux n’étant pas régulier, 
les conditions suivant lesquelles se forme l’acide citrique chez 
les citromyces sont pour ainsi dire la régle chez les végétaux ; 
aussi ce sont des producteurs actifs d’acides organiques. En 
général lacidité est plus grande le matin que le soir, la nuit 
que le jour, parce que la transpiration est plus active le jour 
que la nuit. 

M. Amart, dans un travail récent, a été conduit également & 
considérer l’acide oxalique comme un produit de désassimi- 
lation, : 

Nos résultats permettent de conclure en outre que la combus- 
lion respiratoire s’exerce sur la molécule vivante méme; le ear- 
bone et ’hydrogéne ne sont pas bralés a la facon du charbon 
dans le foyer (une machine. Cette localisation, dans les con- 
ditions de vie normale, des phénoménes respiratoires, explique 
Pabsence de termes intermédiaires dans les produits de combus- 
tion puisque le carbone, (hydrogsne et Poxygéne ne se déta- 


1, Awan, C. 2, t, CXXXVI, -p, 90 
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; -chent de la molécule de substance vivante qu'a Pétat davide 
- eathonique sehd caus) trets, SOR ah yee 
On congoit aussi que I’ étude des shémonibds dela echutae: 
ead respiratoire. ne donne aucun résultat appréciable in vitro, | 
2 ai exige probablement, ainsi que nous le faisions remarquer, | 
4 Z ‘non seulement la présence de corps oxydables et de l’oxygéne, 
mais encore une Seen qui fait toujours défaut dans les 
sucs gets tels Ue on les retire des tissus vivants, 
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De Vinfluence de ingestion des hactéries 
ET DES PRODUITS BACTERIENS 
SUR LES PROPRIETES DU SERUM SANGUIN 


Par te Dt A. TCHITCHKINE, 


(Laboratoire de M. Metchnikoff.) 


- 


L’étude de Ja résorption par Vintestin des produits bactériens 
et des modifications du sérum sanguin qui peuvent en résulter, 
présente un intérét théorique et pratique. Toutefois, cette 
question est encore loin d’étre résolue; cela ressort des lignes 
suivantes du Proft Metchnikoif! : « Méme dans le cas ow les 
microbes restent enfermés dans le contenu intestinal, ils peuvent 
étre nuisibles par leurs produits résorbés dans la circulation. 
Nous abordons ici un probléme difficile, complexe et encore 
insuffisamment étudié. » 

La difficulté de cette étude, qui exige d’assez longues et 
minutieuses observations, est sans doute la cause principale de 
son peu d’avancement. 

Sur la proposition de M. Metchnikoff, nous avons entrepris, 
dans le courant du mois de mai 1903, l'étude de cet intéressant 
probléme. 

Le but de notre travail est de constater les propriétés 
acquises par le sérum sanguin d’un animal qui ingére des 
bactéries ou des produits Peru 

Pour ces expériences, nous avons choisi le lapin a le bacille 
de la fievre typhoide. Ce choix nous a permis de vérifier en outre 


les résultats déja publiés sur la fiévre typhoide expérimentale du. 


lapin. 

Avant dentreprendre la description de nos propres expé- 
riences, exposons sommairement I’état de la question, 

Gafiky ayant isolé, pour la premiére fois en 1884, le bacille 


1. Les Microbes intestinaux, Bulletin de VJnstitut Pasteur, 1903, 6 et 7 
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d’Eberth, avait déja essayé, en faisant ingérer ce microbe, de 
provoquer la fitvre typhoide expérimentale chez. différents 
animaux. Mais les résultats de toutes ces tentatives resterent 
négatifs. 

A. Fraenkel, qui introduisait les cultures typhiques dans le 
duodénum des cobayes, affirme qu’il a obtenu des résultats 
positifs dans 7 cas sur 14 

Seitz déclare que, par Vintroduction, per os, de cultures de 
bacille typhique ou de déjections typhiques de l'homme, on peut 
provoquer chez les cobayes une maladie semblable a la fiévre 
typhoide humaine, lorsque ces animaux ont été préparés par 
injection de soude ou de teinture d’opium. 

Les expériences de Sirotinin', faites dans le laboratoire de 
Fliigge, ont donné des résultats négatifs. Sirotinin a fait ingérer a 
des cobayes des bacilles typhiques. Il. pense que les cas de 
mort survenus dans ses-expériences, aussi bien que dans celles 
de Seitz, sont dus 4 une intoxication et non a une infection 
analogue a la fiévre typhoide naturelle. 

Les auteurs qui vinrent ensuite, Remlinger*, Chantemesse 
et Ramond*, communiquent presque simultanément des résul- 
tats positifs concernant la fiévre typhoide expérimentale : 
Remlinger a fait ses expériences par ingestion sur les rats blancs 
et les lapins; Chantemesse et Ramond, sur le singe macaque et 
les lapins. D’ailleurs, ces derniers auteurs ont, comme ils disent, 
humanisé leurs lapins, en pratiquant sur eux, au préalable, 
3 semaines durant, des injections sous-cutanées de sérum 
humain ou d’urine. Ils mentionnent en outre, mais rien qu’en 
passant, que le sérum de leurs animaux a agglutiné les bacilles 
typhiques. 

Ainsi, sans insister sur la critique des travaux cités, nous 
voyons quils ont tous un but commun : obtenir chez les ani- 
‘maux la fiévre typhoide expérimentale; ils ne touchent presque 
pas 4 la question qui nous intéresse. 

Passons maintenant a la description de nos propres expé- 
riences. Comme nous l’avons dit, c’est exclusivement sur des 
lapins que nous avons opéré; tout en limitant a cette seule 
espéce notre expérimentation, nous avons tenté d’étudier les 

4. Zeitschrift fiir Hygiene Bd I, 1886, p. 465. 


2. Société de Biologie, \. V, 1897, p. 713. 
3. Société de Biologie, 1897, *pedhd. 
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phénomenes de la résorption chez des animaux d’ages différents 
et placés dans des conditions diverses, 
Partant, nos expériences se divisent en 2 catégories par 
rapport a i age des animaux ; 1° expériences sur les lapins 
adultes; 2° expériences sur les petits lapins 4 la mamelle. 
Avec les lapins adultes, nous avons varié nos expériences de 
Ja maniére suivante ; 
1° Nous nous sommes servi des lapins en les maintenant dans 
les conditions ordinaires de leur vie captive (nutrilion : son et 
herbe en été, son et carotte en hiver) ; 
2° En vue d’obtenir des modifications dans leur flore intesti- 


nale, nous les avons soumis a un régime spécial : lait et son’ 


mélangés ; 

3° Avant de leur faire absorber des bactéries, nous les avons 
fait jeuner un certain temps ; 

4° Avant de faire ingérer les bactéries par nos lapins, nous 
avons voulu nettoyer leur intestin au moyen d’un purgaltif; mais 
disons de suite quil nous a été impossible de provoquer la 
purgation soit avec le calomel, le sulfate de soude, le sulfate de 
magnésie, la cascara sagrada, etc. 

Quant au bacille typhique utilisé au cours de nos expériences, 
1] provient de la collection de |’Institut Pasteur. Les bacilles ont 
été employés a l’état vivant et a l’état de cadavres (émulsion 
dans l’eau physiologique chauffée 4 60° pendant 1 heure). Nous 
nous sommes servi du fillrat de cultures typhiques en bouillon, 
d’ages différents (1-5 jours), et aussi d'une toxine typhique pré- 
parée par la méthode de M. Besredka. 

La virulence de notre microbe était telle que ae de culture 
sur gélose faisait périr un cobaye. 

Exposons maintenant la méthode que nous avons suivie pour 
introduire les différents produits dans le tube digestif des ani- 
maux. 


' En ce qui concerne les lapins adultes, nous avons eu recours 


tout d’abord 4 une sonde élastique qui ne pouvait causer aucune 
lésion & la muqueuse de l’esophage. La substance & introduire 
pénétrait quelquefois dans la trachée et le poumon, et provo- 
quait la mort de l’animal. Pour éviter cet accident et pour nous 
soustraire 4 toute critique portant sur la possibilité de lésions 
accidentelles ou inapergues de la membrane muqueuse, nou 
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avons fait manger les bacilles par les lapins en les plagant dans 
leur bouche, les animaux les avalaient d’eux-mémes. 

C’est de cette derniére méthode seule que nous nous sommes 
servi dans nos expériences portant sur les petits lapins. 

Ainsi, aprés avoir introduit différents produits dans le tube 
digestif, nous observions dabord l’état général des animaux, 
Puis, de temps en temps, nous prélevions leur sang, pour’ 
examiner leur sérum au point de vue des agglutinines et des 
précipilines; enfin, nous tenions compte de l’apparition dans le 
sérum, soit du fixateur (substance sensibilisatrice, ambocepteur), 
soit des propriétés préventives. 


EXPERIENCES PORTANT SUR LES LAPINS ADULTES, 


I. Dans les conditions normales d’existence. 

Avant de commencer l’expérience, on a pesé chaque animal 
et noté les propriétés agglutinantes de son sérum normal1. 
Chez Ja moitié des sujets éprouvés, le sérum n’a donné aucune 
agglutination, chez le quart lagglutination apparaissait a 1/5 de 
goutte; chez le huitiéme reslant, a 1/2 goutte; chez un hui- 
tiéme, a 1/10 de goutte, et trés rarement a 1/20 de goulte. 
Eusuite nous commencions 4 faire ingérer aux lapins soit des 
cultures vivantes pures, diluées dans l’eau physiologique, soit 
les mémes cultures tuées par le chauffage a 60° durant 1 heure. 
Nous commencions habituellement par ne donner qu’une seule 
culture sur gélose plusieurs jours de suite ou par intervalles, 
puis nous avons augmenté peu 4 peu les doses en arrivant jus- 
qu’a en donner 20 cultures et méme plus a la fois. Les animaux 
étaient soumis a ce traitement pendant plusieurs mois, jusqu’a ce 
qu’ils fussent sacrifiés ou succombassent a une cause étrangére 
quelconque. La période d’observation durait au maximum 5 et 
6 mois. Cette ingestion ne produisait aucun effet apparent nui- 


‘sible, ces animaux conservaient leur poids, et leur santé restait 


satisfaisante. La plupart des lapins ont méme augmenté de poids. 
La température qui, dans quelques expériences, était prise 2 fois 
par jour, ne présentait pas de variations. 


4. Dans notre recherche de l’agglutination, nous naus sommes servi de cul- 
tures sur gélose, de 24 heures, diludes dans 20 c. c. deau physiologique. Pour 
chaque éepreuve nous prenions 20 gouttes de cette ¢mulsion, en y ajoutant 
ensuite le sérum & éprouver, commengant par 1 goutte, puis 1/2-4/5-1/10 et ainsi 


de suite. Lobservation était faite a la température du laboratoire. 
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Remarquons a ce propos que pendant les grandes chaleurs ~ 4 


de |’été la température des lapins normaux varie dans d’assez 
larges limites (de 38°,6 jusqu’a 40°,9 ct méme 41°,3). 

De temps en temps nous prélevions de leur sang et le serum 
était examiné ensuite au point de vue des propriétés énumérées 


plus haut et surtout de l’agglutination. Quelquefois cette derniére 


apparaissait vers le 9° jour aprés la premiére ingestion, mais 
dans la plupart des cas elle n’apparaissait que plus tard. La 
force agglutinante du sérum augmentait graduellement et apres 
avoir atteint une certaine intensité (différente chez les différents 
animaux), elle demeurait stationnaire, Quand l’ingestion cessait, 
Vintensité agglutinative commengait 4 diminuer. Le, plus fort 
sérum que nous ayons jamais observé donnait Vagglutination 
a 1/200 de goutte (dans les conditions décrites plus haut), mais 
en général le pouvoir agelutinant était moindre. Pour nous, du 
reste, il était important de constaler l’élévation quantitative 
relative pendant l’ingestion. En réalité, il n’a pas été possible 
de l’observer sur tous les lapins sans exception. I] y en avait 
(mais ces cas étaient fort rares) chez quil’introduction de petites 
doses ne provoquait aucuné augmentation des propriétés agglu- 
tinantes du sérum, 


Quant aux précipitines sur lesquelles se portait aussi notre. 


attention, elles ne furent constatées que dans quelques sérums 
et en trés faible quantité. 

On fit avec minutie la recherche du fixateur (substance sensi- 
bilisatrice ambocepteur), selon la méthode de J. Bordet et 
O. Gengou'. Les sérums de tous les animaux furent éprouvés 4 
cet égard. 

Il est supertlu de dire que toutes les expériences ont été faites 
dans les mémes conditions et que tous les sérums ont été com- 
parés au sGrum normal. 


Dans les sérums dont la force agglutinante n’avait pas encore. 


atteint un assez haut degré d’intensité, il ne fut jamais possible 
de constater la présence du fixateur. 
Les sérums qui agglutinaient au 1/20 de goutte n’en con- 
tenaient pas; ceux qui agglutinaient au 1/50-1/100 de gouttes 
en renfermaient des quantités insignifiantes. 
Enfin, avec les sérums agglutinant a 4/100 et surtout a 1/200 
1, Annales de l'Institut Pasteur, XV, 1901, p. 289, 
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de goutte, la réaction de fixation était toujours assez nettement 
prononcée, Ainsi, nous voyons que l’apparition, aussi bien que 
laugmentation de la quantité du fixateur dans nos sérums va 
parallélement avec l’apparition de l’agglutinine. 

Il nous reste & dire quelques mots sur l’épreuve de nos 
sérums quant aux propriétés préventives. 

Du petit nombre d’expériences que nous avons faites sur les 
cobayes, il résulte que les sérums de nos animaux ne possédent 
pas de propriétés préventives appréciables, 

Tels sont les résultats des expériences sur les lapins adultes 
ayant ingéré des bacilles vivants, 

L’ingestion des mémes bacilles, tués par le chauffage a 600 
durant 1 heure, aboutit en somme aux mémes phénoménes, mais 
qui apparaissent dans le méme ordre avec moins d'intensité. En 
d’autres termes, l’agglutination n’est pas aussi prononcée que 
dans les expériences décrites plus haut avec les bacilles 
vivants, Le sérum le plus actif que nous avons observéagglutinait 
a 1/50 de goutte. ; 

On peut en dire autant del’apparition du fixateur. Nulle part 
il nest apparu abondamment, bien qu’on puisse néanmoins en 
coustater la présence, 

Les sérums ne possédaient aucune propriété préventive. 
Quant 4 la derniére série d’expériences relatives a l’ingestion 
de filtrat des cultures typhiques dans le bouillon et de la toxine 
de Besredka, nous avons opéré de Ja maniére suivante : apres 
avoir donné aux lapins, tous lesjours ou par intervalles, le fillrat 
par doses d’environ 10 c. c. durant 2-4 mois, nous avons fait 
ingérer la toxine & ces mémes animaux, dans le but de savoir si 
elle renforcerait les propriétés du sérum. Nous n’avons pu 
constater aucun accroissement. En général, dans ces expériences, 
bien que les propriétésagglutinantes des sérums se soient mani- 
festées, Vagglutination fut toujours insignifiante (environ 1/20 
de goutte). Nous n’avons pas réussi 4 prouver la présence du fixa- 
teur; les sérums ne possédaient pas de propriétés préventives. 

Il, Le régime du lait mélangé avec du son, ot nous intro- 
duisions des bacilles vivants, ne change pas essentiellement les 
résultats. Le mélange de lait et de son suffit & provoquer des 
déjections liquides. Quant aux propriétés des sérums, leur inten- 
sité ne varie en aucune fagon. 


‘- 
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III. La derniére modification denos expériences sur les lapins 
adultes consistatt comme il a été dit a faire ingérer les cultures 
typhiques vivantes ou mortes aprés un jetne préalable de 4 ou 
2 jours. 

Le résultat fut & peu prés le méme que dans les expériences 
sur les lapins dans les conditions normales, 


EXPERIENCES PORTANT SUR LES PETITS LAPINS A LA MAMELLE 


Les expériences qui suivent ont été faites sur deux portées de 
petits lapins. Aux lapins de ’une des portées nous avons fait 
ingérer des bacilles morts, tués par le chauffage 4 60° durant 
1 heure. Habituellement nous commengions lingestion le 
6° jour aprés la naissance, en nous servant toujours des cultures 
d’Eberth de 24 heures sur gélose. L’ingestion était opérée de 
lafagon suivante: on raclait la couche superficielle des bacté- 
ries A l’aide d’une fine baguette en verre, et on {ransportait cette 
couche directement sur la langue des animaux; ou bien, avec 
de eau, on détachait cette couche, puis on centrifugeait l’émul- 


sion d’aspect laiteux qu’on avait. obtenue, on décantaitle liquide 


et le culot bactérien élait ingéré, 

Des 4 lapins de la premiére portée, 2 sont morts le 
14° jour de l’expérience (19° de leur vie), aprés avoir absorhbé, 
Pun environ 2 cultures et demi (en 3 doses) et l’autre environ 
28 cultures (en 9 doses). L’autopsie de lun et de l’autre n’a 
relevé aucun changement macroscopique dans les organes. Le 
tube digestif surtout fut soigneusement examiné sur toute son 
élendue. Les ensemencements des organes n'ont donné aucune 
culture. 

Quant 4 deux autres lapins, l'un fut tué par saignée a blanc 
le 23° jour de l’expérience (28° de sa vie), 13 jours aprés la der- 
niére ingestion, ayant regu environ 42 cultures (en 9 doses) ; 
Pautre, ayant mangé environ 96 cultures (en 12 doses), fut tué 
par le méme procédé le 39° jour de l'expérience et 13 jours éga- 
lement aprés la derniére ingestion. 

L’autopsie de l'un et de autre a démontré que tous les 


organes étaient macroscopiquement normaux. Les ensemence-. - 


ments des organes n’ont donné aucun résultat, 
Le sérum de ces derniers lapins fut examiné par rapport & 


E ones 
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l'agglutination et ala présence du fixateur. Quant a l’agglutina- 
tion, on peut la constater, mais a un trés faible degré (1/10 de 
goutte dans les conditions décrites plus haut). Dans lun et 
l'autre cas, il n’y eut pas méme trace de fixateur. 

6 lapins de l’autre portée recevaient, comme nous |’ayons be 
dit, des microbes tués. Les conditions et la méthode d’expéri- Py 
mentation étaient exactement les mémes que dans le cas précé- “fae 
dant, avec cette seule différence que l’émulsion d’aspect laiteux ve 
était, avant Ja centrifugation, chauffée durant 1 heure a la tem- 
pérature de 60°. 

De ces6 lapins, l’un mourut le 24° jour de l’expérience, aprés 
avoir regu environ 32 cultures; 2 lapins sont morts le 
26° jour, aprés avoir avalé 77 cultures chacun, et le 4° lapin est Es 
mort le 31° jour, aprés avoir mangé 46 cultures. L’autopsie de . 

-ces 4 lapins n’a permis de constater aucune modification appré- . 
ciable. Les ensemencements des organes, dans un cas seulement ge 
(chez le lapin mort le 26° jour), ont donné deux espéces de ~ = 
microbes : un diplocoque et un bacille; tous les autres ense- 
mencements restérent sans résultat. : 

Deux lapins furent saignés a blanc: l'un le 21¢ jour de |’ex- 
périence, ayant recu environ 8 cultures; l’autre, le 22° jour de 
Vexpérience, ayant recu25cultures. Le sérum de ces deux lapins 
fut examiné au point de vue de leurs propriétés agglutinantes a 
et de Ja présence du fixateur, Il ne s’est trouvé de fixateur ni- 
dans l'un ni dans l'autre sérum; quant aux propriétés aggluti- 
nantes, le sérum du premier lapin n’en possédait aucune, le 
sérum du second agglutinait & un trés faible degré (1/5 de 
goutte). 

Il faut mentiorner que, pour la comparaison, nous avons © na 
examiné le sérum d’un lapin de lait normal le 30° jour de sa_ 
vie. Ce sérum ne différait en rien de celui des lapins en expé- 
rience; il agglutinait a 1/5 de goutte. 

En résumé, nous pouvons adopter les conclusions suivantes : Be 

1. — Le sérum des lapins adultes normanx aussi bien que 
celui des petits lapins posséde trés souvent (dans la moilié des 
cas) de faibles propriétés agglutinantes oe les bacilles d’E- 
berth. 

2. — Par l’introduction, dans le tube digestif des lapins 
adultes et des petits lapins, méme de grandes doses de bacilles 
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typhiques vivants, on ne peut ‘pas réussir & provoquer chez les 
lapins quelque chose de semblable a la fiévre typhoide de 
homme. La mort de deux petits lapins, observée par nous, 
s’explique, selon toute probabilité, soit par des causes étran- 
géres inconnues, soit peut-étre par la simple intoxication; cette 
derniére est d’ailleurs pcu probable... : 

3. — Mais cette ingestion laisse néanmoins des traces dans 
Vorganisme de!’animal., Il s’y opére une résorption des éléments 
d’origine bactérienne qu’on introduit, La preuve est que le 


-sérum des animaux acquiert de nouvelles propriétés : on peut y 


constater notamment la présence d’agglutinines, de fixateur et 
quelquefois de précipitines. 

4, —- Ces sérums ne possédent pas de propriétés préventives. 

5, — L’ingestion des bacilles typhiques tués par le chauffage 
donne les mémes résultats, mais avec une intensité moindre. © 

6. — Apres lingestion du filtrat de cultures typhiques en 
bouillon ou de toxine préparée selon la méthode de Besredka, 
bien qu’on réussisse 4 constater dans les sérums seulement l’appa- 
rition des propriétés agglutinantes, ces propriétés sonttrés faibles. 


7. — Le régime du lait mélangé avee du son ne provoque 
aucunement l’apparition renforcée des anticorps dans le sérum; 

8. — Le jetine de 1 ou 2 jours, auquel on a soumis les : 
lapins avant chaque ingestion, ne change pas les résultats. 

9. — Le -sérum des petits lapins qui ingérent des bacilles 


typhiques morts ou vivants n’acquiert aucune propriété nou- 


- velle. Ce fait peut étre interprété de deux manitres différentes : 


ou la vraie résorption des produits microbiens ne se produit 
pas chez les petits lapins, ou bien cette derniére existe, mais 
Yorganisme n'est pas en état d’élaborer de nouveaux produits. 

Pour terminer, nous joignons a cet exposé quelques tableaux 
concernant les expériences décrites, 

Nous poursuivons nos recherches dans la méme direction, 
mais en employant cette fois de vraies toxines. 

Il nous reste lagréable devoir d’assurer de toute notre gra- 
litude M. le professeur Metchnikoff qui nous a proposé cette 4 
étude et nous a permis de travailler dans son labovatoire. 

Nous adressons aussi nos sinceéres remerciements a M. le 


docteur Besredka, pour le concours dévoué qu ‘il nous a prété . 
au cours de notre travail, : 
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MAL DE CADERAS 
CHEZ LES ANIMAUX DOMESTIQUES ET SAUVAGES 


(EPIDEMIES PARALLELES) 
Far Les Dts M. ELMASSIAN er E. MIGONE 


Malgré l’apparition, dans ces derniers temps, de nombreux 
travaux sur le mal de Gaderas, l’important probléme de son 


mode de propagation n’a pas encore recu sa solution définitive. 


Le réle vecteur des Diptéres ailés a été parfois soutenu; mais 
celte théorie manque jusqu ici de bases positives. 

Nous avons déja exposé ailleurs ' des faits qui sont contraires 
a celte maniére de voir, sans pouvoir, du reste, lui en opposer 
une autre. Pour effectuer une série d’expériences sur les champs 


infectés mémes, nombreux au Paraguay, il nous aurait fallu des 
installations trés cotteuses, pour le moment inabordables eu 


égard aux ressources modiques de notre Institut. 

Dans cet ordre didées, nous nous proposons d’exposer en 
quelques lignes l’histoire d'une épidémie produite a la fois sur 
les animaux domestiques et sauvages d’une localité. Elle mon- 
tre la corrélation étroite qui existe entre ces deux séries d’in- 
fections paralléles, et elle permet de comprendre lorigine, jus- 
quici trés obscure, des épidémies spontanées et localisées au 
milieu des régions désertes, 


x * 


L’un de nous (Migone) posséde sur Ie lac d’[pacarai (Para- 
guay), — plus exactement sur un des célés de la petite riviére 
qui relie ce lac au Rio Paraguay et qui porte le aom de Rio 
Salado, — une propriété ot se pratique l’élevage des boeufs et 
des chevaux. Cette propriété a la forme d’un rectangle allongé, 


et est limitée d'un cété par ce Rio Salado, dont les environs trés 
marécageux sont infestés dinnombrables carpinchos (Hydro- 


choerus capibara), et de Vautre coté par une forét vierge 
inextricable. Les deux extrémilés de ce rectangle sont fermées 
par des fils de fer tendus horizontalement (alambrado). La 


4, Ces Annales, t. XVII, 1903. \ 
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région, bien que trés insalubre pour les chevaux, n’a pas pré- 
senté de mal de Caderas depuis 8 ans, en dépit de quelques cas 
constatés de temps & autre aux environs. 

L’année derniére (1903), en mars-avril, les domestiques de 
la ferme se mirent a chasser des carpinchos pour en vendre la 
peau et laissérent manger leurs cadavres aux chiens chasseurs; 


ils périrent les uns aprés les autres; les autres chiens et les 


chevaux de l’élevage restérent en bonne santé. 

Dans les premiers mois de cette année (1904), une nouvelle 
chasse fut organisée, et cetie foisencore, suivant la coutume, les 
chiens dévorérent les cadavres encore chauds : nouvelle épizootie 
sévissant sur les chiens chasseurs Al’exclusion des autres; cette 
fois, 2-3 mois plus tard, le mal de Caderas apparait sur les che- 
vaux avec des allures trés alarmantes. Ne pouvons-nous pas en 
tirer une preuve al’appui de notre thése? Puisque tous les chiens 
vivent ensemble et sont exposés a la piqure de tous les insectes 
ailés ; il semble bien que ces: insectes sont incapables de pro- 
pager la maladie, On peut penser aussi que l’origine de l’infec-— 
tion chez les chevaux n’est pas les chiens contaminés, mais bien 


Lépidémie des carpinchos. 


Nous avons pu avoir dans notre laboratoire, aux différentes 


-6poques de l’épidémie que nous rapportons, plusieurs chiens et 


chevaux malades provenant de la propriété citée, et toujours il 
nous a été facile d’établir chez eux l'existence du Trypanosome 
du mal de Caderas. 

Il semble résulter de ce qui précéde que les carpinchos 
paient un large tribut dla Trypanosomiase. Elle doit étre chez 
eux a l'état latent, comme la peste chez les rats; plus résistants 
que les autres espéces sensibles, ils doivent servir d’agents de 
conservation pour le Trypanosome, durant des mois et des 
années entiéres. Ainsis’explique le fait dela mortalité des chiens 
ayant ingéré la viande de carpinchos ne paraissant pas malades. 
Arrive-t-il des circonstances favorables pour la transmission 
du Caderas de ces derniers aux cheyaux, nous aurons alors sous 
les yeux deux infections paralléles dont l'une, selon nous, sera 
la conséquence de l'autre. Tels sont, du moins, les commentaires 
que lon peut tirer logiquement des faits observés. Nous ne 
voyons pas d’autre maniére d’expliquer l’éclosion soudaine d’un 
foyer de mal de Caderas dans une -localité isolée, & plusieurs 
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kilométres. de distance de toute agglomération équine. 

Plus d'une fois, étant invités 4 rechercher lorigine d’un de 
ces foyers, nous avons pu découvrir, dans les champs infectés, 
quelques petits ruisseaux ott les carpinchos avaient élu domi-+ 
cile et ot ils venaient mourir, comme V’indiquait la présence de 
plusieurs tas de leurs ossements sur les rives. Les chevaux qui, 
par la nécessité méme de s’abreuver, ne peuvent pas s’éloigner 
des cours d’eau, sont ainsi exposés a la contagion. 

Quant a la question de la transmission du mal entre équins, 
et aussi et surtout des carpinchos a ces derniers, on est réduit a 
des hypothéses. 

Examinons tout d’abord les mceurs si bizarres de ces am- 
phibies, et uous verrons qu'il y ali plus d’un détail des plus 
intéressants pour nous. 

Les carpinchos choisissent, pour y vivre, les zones de terrains 
a proximité des rivieres et des lacs, par conséquent recouvertes 
de vastes nappes d'eau et d'une luxuriante végétation aquatique. 
Tous les jours, a la tombée de la nuit, ils sortent de ces endroits 
marécageux pour aller sur les parties assez séches des rives ou 
ils trouvent un paturage plus tendre. C’est aux mémes heures 
que le bétail vient pour s’abreuver et se baigner. Etant donné le 
caractére farouche des carpinchos, on admet difficilement leur 
mélange avec d'autres espéces. J] n’y a pourtant qu’a ce moment 
de la journée que la contagion puisse étre réalisée. 

Les seuls vecteurs ailés que |’on puisse incriminer a cette 
heure nocturne sont les moustiques qui n’ont pas encore été, 
que nous sachions, mis en cause, Des moustiques recueillis sur 
des rives infectées, broyés et inoculés aux espéces sensibles 
- n’ont pas produit le mal de Caderas, mais lors méme que les 
Culicides auraient un role actif dans ce cas, on n’en pourrait 
pas déduire qu'il en est de méme dans la transmission de l’affec- 
tion de cheval a cheval. Son épidémiologie telle que nous la 
connaissons s’y oppose formellement. 


‘ 


Tuberculose osseuse et {roubles circulatoires et trophiques 


Par te Dt N, PETROFF (pe Sait-P&rerspoura.) 


(Travail du laboratoire de M, Metchnikoff. ) 


L’influence des troubles trophiques et vasomoteurs sur |’ap- 


‘parition des foyers locaux dans les maladies infectieuses est trés 


peu étudiée. Des recherches sur Jes phénoménes dus a cette 
influence, ont été faites par Herman', Kasparek? et Hofbauer 
et Czychlarz * pour les infections pyogénes. 


Leurs travaux semblent avoir démontré que la congestion 


artérielle pure et simple (section du sympathique abdominal), 
ainsi que la congestion, suivie de troubles de nutrition (section 


du sciatique), favorisent la localisation dans Ja patte d’un lapin | 
~ ainsi énervee, des germes infecticux (staphyl., streptoc., 


pneumoc.}, introduits dans le nystéme circulatoire par la veine 
de Voreille, par exemple. 

Vérifier ces données par de nouvelles expériences, concer- 
nant cette fois-ci l’infection ee ee tel fut le but de mon 
travail. 

Trois séries d’ expériences furens exécutées A cet effet sur 
des lapins. Les deux premiéres consistaient respectivement en 
la section du sympathique abdominal et en celle du sciatique, la 


troisiéme en la ligature de la veine crurale. Toutes ces expé- 


riences furent suivies d’injections d’un virus tuberculeux Irés 
actif dans les veines de l’oreille des animaux. 
A lautopsie, nous pratiquames toujours un examen trés 


attentif des articulations et de la moelle des os longs des deux. 


pattes postérieures de chaque animal. Des fragments de cette 
moelle furent, en outre, régulitrement soumis & l’examen 
microscopique en froltis et en coupes, 

Les résultats de ces expériences peuvent étre résumés en 


1. Herman, De influence de quelques modifications... (Annales Pasteur, 1891.) 
2. Kapsarex, Ueber den Hinfluss des Nerwensystems... (Wien. klin. Woch 
1895, n° 39-3. ) y ( v . , och., 


3. Horsaven uNv Gaycatanz, Ueber die Ursachen. Centalbl.- all e Pa 
1898, n° 16,17. vel f.allgem. Pathol., 
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quelques mots : pas une seule fois il n’y eut de préférence de 
localisation tuberculeuse pour la patte énervée ou congestionnée. 
Dans les cing cas ot des foyers tuberculeux purent étre 


découverts dans les extrémités postérieures, ils se trouvaient 


silués symétriquement du coté intact, aussi bien que du cété 
opére. 

Done, aucune des conditions réalisées dans nos expériences 
ne suffit & provoquer l’apparition d’un foyer local de tuberculose 
dans l’endroit troublé. Ces conditions étaient les suivantes : 


congestion artérielle simple (section du sympathique, 11 expé- 


riences réussies ‘), congestion veineuse simple (ligature de la 
veine crurale, 8 expériences réussies), congestion artérielle, 
suivie de troubles trophiques graves, allant parfois jusqu’a la 
formation de véritables ulcéres trophiques (section du sciatique, 
12 expériences réussies). 

A célé de ces résultats négatifs nous avons a noter un résul- 


tat positif trés intéressant. 11 concerne un lapin, ayant subi le — 


jour méme de l’opération (section du sympathique), une fracture 
dela cuisse. A l’autopsie de l’animal, mort detuberculose géné- 


ralisée, le foyer de la fracture représentait un hématome consi- 


dérable, un sac clos, rempli de caillots et a la paroi entiére- 
ment recouverte de granulations fréles, grisatres, criblées de 
tubercules. La moelle osseuse et les articulations de toutes les 
autres extrémités ne contenaient pas de tubercules. 

Il parait donc clairement démontré par cette expérience et 
par d’autres expériences analogues, rapportées dans ma these’, 
que la rupture des vaisseaux, avec effusion sanguine dans les 
tissus, constitue réellement une condition prédisposante a la 
localisation du virus tuberculeux, circulant dans le sang. 

Quant au peu d’influence que paraissent exercer suz la toca- 
lisation de la tuberculose les troubles vasomoteurs et trophiques, 
cette particularité peut élre mise a profit pour l’explication de 
la différence des lieux d’élection coutumiers & la tuberculose 
osseuse et a l’ostéomyélite aigué. 

L’ostéomyélite, maladie essentiellement commune a l’age de 
croissance, frappe le plus souyent les extrémités juxta-épiphy- 


4, Nous désignons comme réussies les expériences ou les animaux moururent 
avec une tuberculose indiscutable des organes internes. 

2. Pétrorr. Thése de Saint- Pétersbourg, 4902. (Pages 41 et 47 et figures 4 et 2 
en russe.) 
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_ saires des diaphyses. Ces endrajts sont le sidge de phénoménes 
de prolifération trés intenses ‘et, comme tels, ils sont particu- 
-ligrement sensibles a toutes sortes de troubles nutritifs et circu-. 

_ latoires. Or, ces troubles, comme nous l’avons vu (travaux der 
_. Herman, Kasparek, Hofbauet et ey favorisent la loca ee 
‘we eg des microbes pyogenes. — ee 
La tuberculose montre sa prédilection pour. “les. Boiknyees % 
aes os longs. La prolifération y est moins intense et par consé-— 
quent les troubles de nutrition et de circulation y sont moins 
ressentis, Aussi ne sont-ce pas ces troubles qui préparent Pappa- 
rition de foyers tuberculeux ; ce seraient plutot les traumatismes 
si fréquents et passant souvent | inapercus avec leur conséquence 3 
ay tee fatale : la rupture de vaisseaux sanguins, quin’ont pas 
, comme dans les epee une couche musculaire pour les ee 
ae ay mite 
Je ne voudrais: nullement exagérer la portée de ces expé- a 
-. riences. Plus d’une cause, inconnue encore, doit exercer son 
: influence sur'la localisation de la tuberculose osseuse; n’em- . 
tae péche que les faits indiqués aient leur importance, qui sera pré- 
cisée, je l'espére, par des recherches a venir. _ Fa: rhe 


$ 


1. ll est connu que les processus de prolifération sont beaucoup sie Sneanaas 
du cdté de la surface diaphysaire que du cdté de la surface oe ee 
« cartilages épiphysaires ». 
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